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　　　　　細胞（HUVEC）の形態変化と増殖抑制
福　田 元 能登谷洋子
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　（指導：林　徹主任教授）
【要旨】　インスリン抵抗改善薬ピオグリタゾンは，peroxisome　proliferator－ac廿vating　receptorγ（PPARγ）
を介し，血糖改善作用に加えて抗動脈硬化作用も有すると考えられている．今回，筆者はピオグリタゾンを
ヒト謄帯静脈由来血管内皮細胞（human　umbilical　vein　endothelial　cell：HUVEC）に添加し，　HUVECの形態
変化を観察した．
　ピオグリタゾン8μmol／1をHUVECに添加した結果，24時間後以降にその形態は有意に伸長し，細胞増
殖は抑制された．細胞骨格を染色したところ，添加前には細胞辺縁部に存在していたF－actinは，　HUVEC
の形態変化時には伸長した細胞の長軸方向と平行して縦走していた．培養山中からピオグリタゾンを除去す
ると，HUVECの細胞形態は約24時間後に未処理群の細胞形態と同様の敷石状に復し，細胞増殖も回復した．
　以上の結果よりピオグリタゾンは，8μmol／1以上の濃度でHUVECの細胞内情報伝達系に関与して増殖
を抑制すると同時に，細胞骨格調節機構に作用して形態変化を惹起したことが推測された．
はじめに
　チアゾリジン誘導体であるピオグリタゾン（5一［4一
｛2一（5－ethyl　12－pyridyl）ethoxy｝一benzoyl】一2，4－thiazoli－
dinedione）は，主として脂肪細胞の核に存在する
peroXisome　proliferator－activating　receptorγ（PPAR
γ）を介し，またインスリン受容体以降の細胞内情
報伝達系も介し，インスリン受容体tyrosine　kinase
活性を充進させ高血糖を改善させる！）と考えられて
いる．したがって，ピオグリタゾンはインスリン抵
抗性を示す高インスリン血症の症例での効果2）が期
待されている．また血糖改善作用のみならず中性脂
肪の減少作用3），動物ではrabbitの大動脈動脈硬化
初期病変の抑制作用が報告され4），動脈硬化に対す
る有効性も期待されている．
　筆者らは細胞内情報伝達系に作用する薬剤が，ヒ
ト謄帯静脈由来血管内皮細胞（human　umbilical　vein
endothelial　cell：HUVEC）の形態を変化させること
を報告した5）．今回，糖尿病性血管障害と動脈硬化
に関連の深い血管内皮細胞に対しピオグリタゾンが
細胞内情報伝達系に作用した結果，形態と増殖に影
響を及ぼすかについてHUVECを用いて検討した．
研究材料および方法
　1）培養細胞と培養条件
　HUVECはエンドセルーUV（クラボウ，東京）を使
用した．培地は，上皮成長因子（r－human　epider－
mal　growth　factor：EGF）10　ng／mlを含む低血清内
皮細胞増殖培地E－GM　UV（クラボウ，東京）を使
用した．なお，HUVECの犠は細胞を35　mmペト
リディッシュLUX（Nunc，　Inc．　Naperville，　USA）に
播種し37。C，5％CO2の埠境下で行った．
　2）使用薬品
　武田薬品工業（株）より提供を受けたピオグリタゾ
ン原末39．3mgをdimethyl　sulfoxide（DMSO）10
mlに溶解してピオグリタゾン10　m　mol／1溶液を作
成した．ピオグリタゾンではヒトに投与して血糖降
下作用を示した最高濃度は，8μmo1／1に到達するこ
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とが知られており，実験時にE－GM　UVを用いて希
釈し最終濃度8μmol／1に調整し培地に添加した．
　3）HUVECの形態に対するピオグリタゾンの効
果判定
　最初に細胞数を4×104個／mlに調整した細胞浮
遊液1mlをディッシュに播種した．24時間後にE－
GM　UVのみの未処理群と，　E－GM　UVにピオグリ
タゾンを添加し最終濃度8μmol／1に調整したピオ
グリタゾン処理群の2群に分け培地交換した．この
時点を0時問とし，実験はsub－confluent　HUVEC
monolayerの状態で開始した．
　未処理群，ピオグリタゾン処理群ともに，24時
間後と72時間後にそれぞれ未処理培地，ピオグリ
タゾン処理培地に交換し，96時間まで培養を継続
した．3時問，19時間，24時間，48時間後に，位
相差顕微鏡（CK－2，01ympus）で観察するとともに
写真撮影した．
　形態の変化を定量化する目的で，細胞の円形度を
表すroundness値を求めた．すなわち，細胞周長
をP，細胞面積をAとした時，roundness＝
4πA／P2で表される6）．すでに筆者らが報告した通
り7），細胞形態が伸長するとroundness値は減少し，
真円でroundness＝1となる．　roundness値を求め
る目的で24時間と48時間時に撮影した位相差像を
フィルムスキャナー（POLASCAN　35，日本ポラロ
イド）でデジタル化し，各細胞の細胞周長と面積を
計算し未処理群，ピオグリタゾン処理群それぞれの
HUVECのroundness値を求めた．
　4）F－actinの局在に対するピオグリタゾンの効
果判定
　HUVECの形態観察後アセトンで固定し8），最終
濃度150nmol／1のNBD－phallacidin　（Sigma，　St．
Louis，　USA）を添加し，内皮細胞中のF－actinを染
色した9）．蛍光顕微鏡でF－actinの分布を観察し，
写真撮影した．
　5）HUVECの増殖に対するピオグリタゾンの効
果判定
　24時間，48時間，72時間，96時間時に算定板を
用いて，前述した方法にて漏したHUVECの細
胞数を計測した．各時間毎の細胞数は4ディッシュ
の平均値を用いた．
　6）統計学的解析
ピオグリタゾンによるH㎜Cの増殖と
roundness値に対する効果は，　ANOVA　post　hoc　test
（Systat　4，11hnois）を用いて有意差検定を行い，　p
＜0．01をもって有意とした．数値はmean±S．D．で
表示した．
結 果
　1）HUVECの形態に対するピオグリタゾンの効
果
　未処理群（対照）のHUVECの典型的な位相差
顕微鏡像を示した（3時間後の未処理群Fig．1．24
時間後の未処理群Fig．2）．未処理群では3時聞後
及び24時間後とも，血管内皮細胞に特徴的な敷石
状の細胞配列を示した．ピオグリタゾン添加後3時
間では，HUVECの形状は未処理群と比較して変化
がなかった（Fig．3）が，19時間では紡錘形で伸長
したHUVECが出肌た（Fig．4）．24時間では伸長
したHUVECが増加し（Fig．5），48時間ではほぼ
全てのHUVECが紡錘形で伸長した（Fig．6）．形
態観察後E－GM　UVのみの培地に培地交換したとこ
ろ，24時間後に細胞は未処理群と類似した敷石状
の形態に復した．
H㎜Cの形態変化をroundness値で表した繍
をTable　1に示した．24時間後のroundness値は，
未処理群と比べピオグリタゾン処理群で有意に減少
し，細胞が伸長したことを示していた．48時問後に
おいてもピオグリタゾン処理群で有意に伸長してい
た．時間経過によりさらに細胞が伸長したかを検討
するために，ピオグリタゾン処理群問で24時已後
と48時間後のroundness値を比較したところ，細
胞はより伸長していたことが確認された．
　2）F－actinの局在に対するピオグリタゾンの効果
　Fig．7に24時間後の未処理群のNBD－phallacidin
Table　1　Comparison　of　roundness　in　the　untreated
　　　　group　and　the　pioglitazone－treated　group．　As
　　　　the　roundness　of　pioglitazone－treated　group
　　　　decreased，　cell　shape　elongated．　＊p〈O．Ol，
　　　　untreated　group　versus　pioglitazone－treated
　　　　group・＃Pく0・Ol，　roundness　at　24　hours　versus
　　　　48　hours．　Values　are　means　±　SD．
Time
24　hr 48　hr
Untreated
Pioglitazone
　treated
O．595±O．106　O，588±O．100
　（n＝234）　（n－92）
O．507±O．119＊　O．433±O．102＊＃
　（n＝165）　（n＝146）
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Fig．　1
．繍
Phase－contrast　micrograph　of　sub－confluent　mono－
layer　cultures　of　human　umbilical　vein　endothelial
cells　（HUVEC）　after　3　hours　of　incubation　without
pioglitazone　（untreated　group）．　Cells　show　typical
cobblestone－like　appearance．
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Fig　3．　Phase－contrast　micrograph　of　sub－confluent　mono－
　　　　　　layer　cultures　of　HUVEC　treated　with　8　umol／1
　　　　　　pioglitazone　for　3　hours　（pioglitazone－treated
　　　　　　group）．　Cells　show　a　typical　cobblestone－like
　　　　　　appearance　similar　to　untreated　cells　in　Fig．　1．
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Fig．　2　Phase－contrast　micrograph　of　sub－confluent　mono－
　　　 　　layer　cultures　of　HUVEC　after　24　hours　incubation
　　　　　　without　pi glitazone．　There　are　no　changes　in　cell
　　　　　　 hape　in　Fig．　2　compared　with　Fig．　1．
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Fig．　4　Phase－contrast　micrograph　of　sub－confluent　mono－
　　　　　　layer　cultures　of　HUVEC　treated　with　8　ptmol／1
　　　　　　pi glitazone　for　19　hours．　There　are　several　elon－
　　　　　　gated　spindle－shaped　cells．
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Phase－contrast　micrograph　of　sub－confluent　mono－
layer　cultures　of　HUVEC　treated　with　8－mol／1
pioglitazone　for　24　hours．　The　number　of　elon－
gated　spindle－shaped　cells　increased．
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Fig．　6　Phase－contrast　micrograph　of　sub－confluent　mono－
　　　　　　layer　cu tures　of　HUVEC　treated　with　8　pamol／1
　 　　　　pioglitazone　for　48　hours．　All　cells　are　elongated．
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Fig．7　NBD－phallacidin　staining　for　actin　of　the
　　　　　　untreated　group　HUVEC　after　24　hours　of　incu－
　　　　　　bation．　Short　F－actin　fibers　are　located　in　the
　　　　　　periphery　and　on　cytoplasmic　fibers　in　each　cell．
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Fig． 8　NBD－phallacidin　staining　for　actin　of　HUVEC
　　　　　treated　by　pioglitazone　for　24　hours．　Cells　are
　 　　　　elongated　and　slender　cells　have　much　long　F－
　　　 　　actin at　there　periphery　with　an　axial　orientation．
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Fig．　9　lnhibitory　effect　of　pioglitazone　on　cell　growth．＊p　〈　O．Ol，　pioglitazone－treated　（“P”）
　　　　　　versus　untreated　（“U”）　at　each　time　period．　＃p　〈　O．Ol，　versus　the　cell　number　at　O
　　　　　　hours．　Points　represent　the　means　±　SD　（n　＝　4）．
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処理によるF－actin像を示し，　Fig．8に24時間後の
ピオグリタゾン処理群のF－actin像を示した．24時
間後の未処理群では，線維状のF－actinは細胞膜周
辺部に局在していた．しかし24時間後のピオグリ
タゾン処理群では，伸長した細胞の長軸方向に平行
して，細胞膜周辺部のみならず細胞質内部にも存在
していた．
　3）HUVECの増殖に対するピオグリタゾンの効
果
　Fig．9に細胞数の推移を経時的に示した．　o時間
と比較して未処理群では，24時間後以降に有意な
増殖を示した．未処理群とピオグリタゾン処理群を
比較すると，24時問後から96時間後にかけてピオ
グリタゾン処理群で有意に細胞数増加が抑制され
た．0時間と比較して96時間後にはピオグリタゾ
ン処理群においても細胞数が有意に増加していた．
なお，E－GM　UVにDMSOを添加した0．1％DMSO
培地では，HUVECの増殖，　roundness値ともに未
処理群と差は見られなかった．
考 察
　本研究で筆者はHUVECにチアゾリジン誘導体
ピオグリタゾンを添加し，HUVECのF－actin再構成
を伴う紡錘形の細胞伸長を確認した．またEGFの
存在下におけるHUVECの増殖をピオグリタゾンが
抑制することを見出した．ピオグリタゾンを除去し
て培養を継続すると細胞は未処理群と類似した敷石
状の形態に復したことより，形態変化と細胞増殖抑
制は細胞毒性に由来するものではないと考えられ
る．
　ところで本実験：の結果である血管内皮細胞の形態
伸長は，インターロイキン1を負荷した際にも認め
られているが10），確実な機序は未だ解明されていな
い．生理活性物質以外で血管内皮細胞の形態が紡錘
状に伸長する変化は，流れずり応力による場合にお
いて認められる11）．培養内皮細胞に流れずり応力が
加わると，細胞は紡錘形に伸長するとともに，流れ
と平行にストレスファイバーを構成するF－actinは
配列する12）．その結果，血管内皮細胞の接着の強化
を図っているとも推測されている13）．流れずり応力
による変化はかつて動脈硬化の原因と考えられてい
たが14），その後の検討で流れずり応力が加わると，
血管内皮細胞表面で組織型プラスミノーゲンアクチ
ベーターの分泌増加，あるいはトロンボモジュリン
産生増加が生じ，血管内皮細胞の抗血栓性が増加し
てくると考えられている15・16）．また，生体内での実
際の動脈硬化病変は，流れずり応力が加わり細胞形
態が紡錘形に伸長した内皮には認めず，乱流が生じ
内皮細胞の形態が紡錘状に伸長していない部分に認
められる17）．したがって流れずり応力によって生じ
る細胞形態の伸長は，流れが容易になる合目的な形
態変化ではないかとも考えられている18）．血管内皮
細胞の形態変化とlow　density　lipoprotein（：LDL）の
透過性には関連があるという報告19）もある．今回
培養液中にはLDLを含まないため，　LDLの細胞形
態に対する影響は，検討できなかった．
　細胞形態の変化の機序として，細胞内カルシウム
濃度の変化によって惹起されることも考えられてい
る20）．筆者は細胞内カルシウム濃度変化を観察して
いないが，チアゾリジン誘導体であるシグリタゾン
6．3μmo1／1をA172ヒトglioblastoma細胞に投与し
たPershadsighら21）による研究では，　PDGF　O．67
nmol／1刺激による第二相での細胞内カルシウム流
入をシグリタゾンが抑制した．また，ピオグリタゾ
ンをrat血管平滑筋細胞に添加したZhangら22）の
報告では，血管平滑筋細胞のL型カルシウムチャン
ネルを通過するカルシウムイオンの流入をピオグリ
タゾンが抑制し，ピオグリタゾンは平滑筋の収縮を
抑制する可能性が示唆されている．しかし今回観察
した細胞形態の伸長は，ピオグリタゾン投与後24
時間以降という時間経過後に認められた．この伸長
が，細胞内カルシウム濃度変化による作用であれば，
形態変化ははるかに短時間で生じると考えられる．
よってHUVECの形態の伸長は，ピオグリタゾン
が有するカルシウムイオンの流入抑制が直接関与し
ているのではないと推測した．また，nitric　oxide
（NO）がアクチンの重合を分離させることが報告さ
れている23）がピオグリタゾンの分子構造から抗酸
化作用はなく今回は検討していない．加えて細胞形
態が変化する機構として細胞増殖周期の変化も考え
られる．形態の伸長とともに増殖の抑制も観察され
たが，細胞周期を同期させた検討が必要であろう．
　検索した範囲では，ピオグリタゾンをHUVEC
に投与し，形態及び増殖について観察した報告はみ
られていない．Dubeyら24）によれば100　ng／mlの
EGF刺激によるSprague－Dawley　maXimum一『barrier
maintained　rat腎動脈血管平滑筋細胞の増殖を，5
μmol／1のピオグリタゾンが抑制したこと，さらに，
（5）
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Peulerら25）はDahl　salt－sensitive　rat大動脈血管平滑
筋細胞の増殖を，1μg／mlのピオグリタゾンが抑制
したことを報告している．それによると，ピオグリ
タゾン添加群とピオグリタゾンを含有しない対照群
の間で，培養液中へのLDHの放出に差がなく，ピ
オグリタゾンを培養液から除去すると，対照群と差
がない増殖能を示した．すなわち観察された増殖抑
制は，細胞毒性に由来するものではなく，細胞内カ
ルシウム濃度への影響と細胞周期のG1期への作用
によると述べている．一方，Morikangら26）は，チ
ァゾリジン誘導体のシグリタゾンは平滑筋細胞に対
してα一actinの少ない分泌型から，紡錘状でα一actin
を多く認める収縮型に分化させると同時に細胞増殖
を抑制したことを報告し，この変化はPPARγを介
している可能性があると推測している．
　今日，ピオグリタゾンは，脂肪細胞のPPARγに
対するリガンドであり27），前脂肪細胞の増殖を停止
させて脂肪細胞への分化を誘導し28），脂肪代謝に必
要な酵素の遺伝子転写を活性化させる29）と言われ
ている．一方，EGFを始めとする増殖因子は
microtubule－associated　protein　kinase　（MAP　kinase）
を活性化させ30），上昇したMAP　kinaseは核内の
PPARγに対し抑制的に作用し，その結果細胞を増
殖することが知られている31）．チアゾリジン誘導体
のトログリタゾンを血管内皮細胞に添加したRoss
ら32）は，ヒト脂肪組織由来血管内皮細胞では
PPARγのmRNA発現増加を認めたが，　HUVECで
はPPARγのmRNA増加は明らかでなかったと報
告し，トログリタゾンの感受性に器官特異性がある
と推測している．したがってHUVECでは，ピオグ
リタゾンがPPARγに直接作用した可能性は低く，
増殖因子の受容体tyrosine　kinase以降の細胞内情
報伝達系に関与して，増殖を抑制すると同時に，細
胞骨格調節機構に作用してアクチンの重合を生じ，
形態変化を惹起した可能性が推測された．
結 語
1．ピオグリタゾンはHUVECに対してF－actin
　の配置を変化させ，細胞骨格を再構成し，紡
　錘状に伸長する形態変化を惹起する．
2．培養液汁からピオグリタゾンを除去すると，
　HUVECの細胞形態は未処理群の細胞形態と
　同様の敷石状に変化する．
3．ピオグリタゾンは成長因子によるHUVECの
細胞増殖を抑制する．
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Pioglitazone　Changes　Cell　Shape　and　lnhibits　Growth
　　　　　of　Human　Umbilical　Vein　Endothelial　Cells
Gen　FUKUDA，　Yoko　NOTOYA
Third　Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　　　　（Director：　Professor　Tohru　Hayashi）
Summary
　　Pioglitazone，　which　is　an　insulin　sensitizer，　binds　to　peroxisome　proliferator－activating　receptor　7
（PPAR7），　improves　hyperglycemia　and　atherosclerosis．　We　investigated　changes　in　the　shape　of　human
umbilical　vein　endothelial　cells　（HUVEC）　after　pioglitazone　treatment．　Eight　ptmol／1　pioglitazone
treated　HUVEC　significantly　elongated　（p〈O．Ol）　after　8　hours　of　treatment，　and　had　many
long　F－actin　at　the　peripheral　lesion　which　was　oriented　parallel　to　the　long　axis　of　the　cell
staining　with　NBD－phallacidin　though　it　existed　in　the　cytosol　before　treatment．　We　also　evaluated　the
inhibitory　effect　of　pioglitazone　on　HUVEC　proliferation．　Cells　was　changed　to　a　cobble　stone　like
appearance　within　24　hours　after　removing　pioglitazone　from　medium．　These　investigations　suggest
that　pioglitazone　induces　morphological　change　of　HUVEC　by　activating　the　mechanism　of　the
cytoskeletal　control　system，　while　it　inhibits　cell　growth．
〈Key　words＞　Pioglitazone，　Human　umbilical　vein　endothelial　cells　（HUVEC），　Cell　shape，　Cell　growth
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